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On the Action of Taka-amylase A for Cycloheptaglucan 
I. Rate Parameters and Activation Energies for the Hydrolysis of Some 
Substrates Catalized by Native and Heat-denatured Taka-amylase A 
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Summary 
The determination was carried out on rate parameters and activation energies for the 
hydrolysis of cycloheptaglucan，ゲphenylmaltosideand amylose catalized by native and 
heat-denatured Tai砕 amylaseA. (Table 1) 
l. Michaelis constant (Km): The values of amylose were the low巴stones, the order 
of -5. On the other hand, these values of CHG and a-PM appeared in the order of -2, 
and the former values w巴resomewhat lower than the latter. 
These values of denatured TAA w巴rehigher than those of native T AA. 
2. Turnover number (V/E): The value of amylose was th巴 largestone, and the 
value of CHG decreased in 2 orders of magnitude than that of amylose. The value of 
α－PM also showed the same diminution than that of CHG. 
Th巴valuesof denatured T AA for amylose, CHG and a-PM were lower than those of 
native TAA. At that time, 2 orders diminution of magnitude was represented for amylose, 
and 1 order diminution occurred for both CHG and a-PM. 
3. Activation energy (Eキ）: The values of amylose were the lowest ones, and th巴
values of others became higher than those of amylose in order ofα－PM and CHG. 
Activation energies in general w巴red巴pendenton the temperature, though these phe-
nomena occurred discontinuously in these proper reaction systems, and ascension of tem-
perature resulted in the descent of activation energies. 
As the result of proceeding phenomena, it seems that TAA can vary th巴combinedstate 
of enzyme-substrate compound by change of temperature. 
はじめに
著者は前報にbいて， cycloheptaglncan (,B-Schardinger dextrin）の Taka-amylaseAによ
ネ本報告の大要は日本政芸化学会西日本支部大会ILおいて講演した。（1970，長崎）
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る分解形式， bよび cycloheptaglncanとその分解生成物の相対的な加水分解速度を定性的に推
定したが，今回は酵素反応の速度ノfラメータ ー，;b、よび活性化エネルギーを cycloheptaglncan,
α－phenylmaltoside ;b、よび amyloseの3種の基質を用い，未処理と加熱処理の Taka-amylase
Aについて測定したので，ここに報告する．
実験試料および方法
I. I、aka-amylaseA (TAA): 三共のタガ、チ柄ヤスタ 一ゼ
法により，アセトン水溶液から再結晶させたもので，ディスク電気泳動で単一バン ドを示した．
酵素濃度は Ezso1弘＝23.3 （実測値）から計算した． 分子量は 53,0004）を使用した．
2. Cycloheptaglucan (CHG): CHGは粗結品を更に精製したもので，精製法ふ、よび純度
は既報2）の通りである．
3. a-Phenylmaltoside （α－PM): この試薬は和光純薬 K.K. の特級をそのまま使用した．
4. Amy lose: amyloseも前報1）同様に， パレイショデンプンからプタノ ノーレ改良法5）に
よって調製したのち凍結乾燥した． この amyloseはペーパークロマトグラフィ ＿6）によって
an~ylopectin の混在を認めなかった． また重合fJ!'. は jf!h 沃素酸法7）によって450 と測定された．
amylose溶液の調製は Bergmeyerの方法8）を多少改変した．つまり amyloseのエタノ ーノレj滋
樹液をi9l騰水の中に注入しエタノーノレを蒸発させ3 終濃度 O.lN水酸化ナトリウム溶液になる
様に，水酸化ナトリウム溶液を加え， 3～5分間加熱後，酢酸で pH5.3に調製し適当濃度の
amylos巴溶液とした amylose j容液はアノレカリ では老化が起こり難いが， pH 5.3では老化して
くるので調製後，短時間内に各測定を行念った.amyloseの老化は低温では早くなるから，使用
前まで，まるべく高温にbいた．
5. Taka-amylase Aの heat-denaturationおよび reactivation(renaturation）の条
件： TAAの加熱失活の状況は前報1）で報告した
酵素溶液の部分熱変性は， 2×1Q-5Mの酢酸カノレシウムを含む酵素溶液（1ml）に緩衝溶液を
加えずに，恒温槽中にて， 80°Cで5分間加熱した．
次に，いわゆる reactivationは加熱酵素溶液を氷冷し後 002M酢酸緩衝液（lml,pH 5.3) 
を加え， 25°Cに2時間放置して，reactivationを行ない，直ちに活性を測定した. reactivation 
する場合，緩衝液の有無， ;b、よび酔素濃度が活性の回復率と深い関係をもっているが， とれは後
報で報告する．
6. 酵素活性の測定： 酵素の活性は CHG,amyloseが基質の場合には，生成した還元力を
3,5-dimitrosalicylic acid法9）によって測定した この方法は試薬，加熱H寺の容積，その他の添
加物によ って発色に影響を受けるから，同一条件で測定しなければ比例性が失われる．そこで，
上記処理醇素液（酵素液 lml，緩衝液 1ml）に基質液 lmlを加えて反応させ， 3,5-dinitrosali-
cylic acid 溶液 lmlで反応を止め， 5分間加熱後3分間冷却し蒸留水を加えて，全量を 13ml
として， 540 mμ の光学密度（0.D.）をプランクを対照として測定した． a-phenylmaltoside 
の場合には生成したフェノ ノーレを Matsuba・a,10）の方法によって測定した．
実験結果および考察
I. ミカエリス恒数（Km）とタンオーバー数（V/E):三種類の基質，つまり CHG, a-PM, 
amyloseを使用した．酵素 TAA溶液は熱変性後 reactivationしたもの （denatured）と，未処
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理のもの（nativ巴）とを各基質に作用させて測定した．初速度（vo）の測定結果の一例を Fig.1に
示す．これは， CHGに nativeTAAを作用させたl時の迷元力の増加を， 3, 5-dini trosalicylic 
acid法により， O.D. 540 mμ の数値として測定した．この結果から得られた Vo値を使って，
l/v0, l/[s] をグラフイングして， Km, V を求め（Fig2), V をグノレコ ースの検量級から生成
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Fig. 2. l/V0 versus 1/ [SJ plot for the 
hydrolysis of cycloheptaglucan 
catalized by native Taka-amylase 
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Fig. 1. O.D. 540 mμ versus time plot for the 
hydrolysis of cycloheptaglucan, under its 
various molar concentrations, catalized by 
native Taka-amylase A. 
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Fig. 4. l/V0 versus l/[S] plot for the hydrolysis 
of a-phenylmaltoside catalized by native 
Taka-amylase A. 
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Fig. 3. l/V 0 versus 1/ [SJ plot for the hydrolysis 
of cycloheptaglucan catalized by denatured 
Taka-amylase A. 
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glucose moles・min lに換算しこの V値を使ってタンオーバー数 V/E(E：酵素モノレ数） を算
出した．以下同様にして， l/v0, I /[SJグラフを， Fig.3は基質 CHG,denatur巴dTAA; Fig. 4 
は基質 α，PM.native TAA; Fig. 5は基質 α－PM,denatured TAA; Fig. 6は基質 amylose,
native TAA; Fig. 7は基質 amylase,denatured T AAについて求めたものである． α－PMに
佐賀大学農学会報30 
Km:l .4×10-5(M) 
V /E:l.8×l05(min:-1) 
5 10 15 
1／〔S〕× 101(M)-1 
Fig. 6. 1/V0 versus 1 / [S] plot for the hydrolysis 
of amylase catalized by native Taka-amylae 
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Fig. 5. l/V0 versus l/[S] plot for the hydrolysis 
of a-phenylmaltoside catalized by denatured 
Taka-amylase A. 
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Fig. 7. l/V0 versus l/[S] plot for the hydrolysis of amylase 
catalized by denatured Taka帽amylaseA. 
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ついては V値はフェノ ーノレのモノレ数である.Km b、よび V/Eの値は各国の中bよび Table1. 
に示してある. Tabl巴l中の指孤内の数値は同項目について，すでに発表されたデーターを併記
しである．各基質に対する Km値を比較すると， amylos巴の Km値は CHG，α－P1在に比べて
3オーダー も小さし非常に水解されやすい， CHGとα－P1在とはオーダーは一致しているが，
やや a-PMが水解され難い． native TAAに対して denaturedT AAはいずれの基質に対して
もKm値が高く水解飽が低下している．
タンオーバー数は， amyloseが極端に水解されやすいことを示し， CHG, a-PMのJI頂に2オ
ーダ一つeつ水解され英f~ くてt っている. native TAAに比べて， denaturedT AAは amylos巴で最
も低下し， 2オーダーの低下を示す.CHG, a-PM は約1オーダーの低下である．
2. 活性化エネルギー （E手）： 基質が CHGで TAAが nativeb＇よび denaturedの；場合の
各温度にbける初速度の測定例を Fig.8 に示す．この初速度の数値を用いて得られたアレニウ
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Fig. 8. O.D. 540 mμ versus time plot for the hydrolysis ofcycloheptaglucan, 
under the various temperatures, catalized by native and denatured Taka-
amylase A. 
スプロッ トが Fig.9である．同様にして， Fig. 1 0は基質 α－P:t¥在についてのアレニウスプロッ
トである． Fig. 1 lは nativ巴TAAを amyloseに作用させたl侍の初速度を求めたもので， 2,4, 6 
分の測定値が直線になら念い．とれは， amyloseが急速に低分子化されるためのものと判断され
る．そとで，各l時聞に対して，見掛けの初迷度を求めた． との値を用いて得られたアレニウスプ
ロッ トが Fig.12である. Fig. 13は Fig.12の 15°～25°C,25°～35°C j司、よび 35°～45°C各
区分の活性化エネノレギーの数値を用いて，O分に外摘したグラフで， O分値が真の活性化エネノレギ
ーと解釈される.35°～45°Cは測定ミスのため，外摘出来ない. nativ巴TAAの amyloseに対
する真の活性化エネルギーは 15°～25°Cで 16.0Kcal・ mole-1, 25°C～35°C で 12.7Kcal・ 
mole-1と推定される．
Table lに， これらの結果をまとめであるが， amyloseの活性化エネルギーのみは比較のため
に，見掛けの初速度（4分の測定値から算出）からの活性化エネノレギー （Fig.14）を示してある．
三種の基質に対する， TAAの活性化エネノレギーの値を比較すると， amyloseのそれが最も低く，
a-PM, CHGの順に高くなる． native TAA の活性化エネノレギーの値に対して， deuatured 
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Fig. 9. Log v0 versus 1/T plot for the hydrolysis 
of cycloheptaglucan catalized by native and 
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Fig. 11. 0.D. 540 mμ versus time plot for the 
hydrolysis of amylose, under the various 
temperatures, catalized by native Taka-
amylase A. 
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Fig. 10. Log v0 versus l/T plot for the hydrolysis 
。fa-phenylmaltoside catalized by native and 
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Fig. 12. Log v 0 versus 1 /T plot for the hydrolysis 
of amylose, under the various period of times, 
catalized by native Taka-amylase A. 
温度による，活性化エネノレギーの変化については，一般に温度の上昇は活性化エネルギーの低
下を促している．アロステリック酵素であるフマラーゼが 18°Cを境と して，活性化エネルギー
がはっき り変わる という報告14）また， TAAについても，a-PMを基質とした時， 37°Cで，は
宮崎： Cycloheptaglucank対する Taka-amylaseAの作用 33 
v 
0 
8 
古 12
u 
凶
オト
同
8 
、、
、、
－、、、
41- 35～45℃、」
・・ ．、．．
。 2 4 6 
Tim巴（min.)
Fig. 13. E手versustime plot for the hydrolysis 
of amylose, under the various temperatures, 
catalized by native Taka”amylase A. 
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Fig. 14. Log v0 versus 1/T plot for the hydrolysis 
of amylose catalized by native and denatured 
Taka-amylase A. 
log v0 were calculated from the data of 
v0 during 4 minutes. 
Table 1. 
Rate parameters and activation energies for the hydrolysis of various substrates catalized by native 
and heat-denatured Taka-amylase A. 
Substrate Cycloheptagl ucan a Phenylmaltoside 
Taka-amylase A 叫 ve I den…d native 
Km (M) 1. 2×10-2 3.2×10-2 4. 5×10 2 
(1.1×10-2) * (7. 2×10-2) 
1 *" 
V /E (min-1.) 2.3×10' 6.0×10' 1. 5×10 
E司会2¥f。cal/mole) 17.8 32.8 14. 7 
-35°C (18. 7) *13 
35。－45。C 11. 8 15. 1 11. 8 
(12. 7) *13 
heat-denatured: 80。C,5min. 
reactivated: 0.02M acetate buffer pH 5. 3, 25。C,2hr. 
TAA: M.W. 53,000. 
amylose: D.P. 450 (NaIO, method). 
V /E: product moles. TAA mole-1. min-1. 
I denatured 
5. 3x 10→ 
6.3 
14. 7 
15.4 
*: hypothetic values, which were calculated from the data during 4mm. 
）ホ.published data up to date, *are No. of literature cited. 
Amy lose 
native I den…d 
1. 4×10-s 2.2×10-s 
1. 8×105 4.0×103 
9.0* 13.2* 
3. 7* 4.3* 
っきりと活性化エネルギーが変わるという報告lめもある．本実験は相対的な活性化エネノレギーを
比較する目的で，温度間隔を l0°C刻みでil!IJ定したから，とのはっ きりした，いわゆる活性化エ
ネルギーの不連続温度を確かめることは出来念い． しかしその位置とは無関係に，マクロ的に
Fig. 15にみられるように， native T AA, CHGの系にお、いては，活性化エネノレギーの温度依存
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Fig. 15. E手versus1/T plot for the hydrolysis of cycloheptaglucan 
catalized by native Taka-amylase A. 
性があるように見受けられる． 一方 denaturedT AA, a-PMの系では実験範囲ではほとんど直
線念ので温度依存性が少念い．
一般に TAAは温度によって， 酵素基質複合体の結合状態を微妙に変えうる能力を持ってた
り，この能力には基質の種類j;、よび酵素の状態によっては強弱があると考えられるが， この能力
の発現が活性化エネノレギーの変化として反映したものであろうと推定した．
摘 要
Cycloheptaglncan, a-phenylmaltoside .:b＇よび amyloseの3種の基質を対象として， native 
bよび heat・denaturedの状態の Taka-amylaseA の反応速度パラメータ ーを測定した．
1. Km: amyloseの値が最も低＼， -5のオー夕、ーであり， CHG 為、よび α－Pl¥在はー 2の
オーダーを示した．両者の聞では， わずかに CHGの値が低かった． denatured TAAの値は
native TAAのそれより高い値を示した．
2. V/E: amylos巴が最大で， CHG,a-PMのJI頂に2オーダー幅で小さくまった. denatured 
TAAの値は nativeTAAのそれより， amyloseで2オーダー低く， CHG, a-Pl¥在では共に1
オーダー低かった．
3. E+: amyloseが最も低く， α－PM,CHGの順に高くをった．一般に活性化エネノレギ、ーに
は，マクロ的に，温度依存性がみられ，温度の上昇は活性化エネルギーの低下を示した．このこ
とから， TAA は温度によって，酵素ー基質複合体の結合状態を微妙に変えうる能力をもつもの
であろうと推定した．
本研究を行なうにあたり，懇切な助言をして頂いた，九州大学，船津 ！隣教授，林勝哉助教授に深謝
致します．またチク ログノレカンの粗結晶を心よく君、与された，大阪大学，福井俊郎教授に感謝致します．
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